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Evaluación del Tamaño de Genoma en Siete
Subpoblaciones de Yuca (Manihot Esculenta Crantz)
Representativas del Banco de Germoplasma de CIAT
por Citometría de Flujo.

Resumen:

El tamaño del genoma de las plantas difiere entre especies o de variedad a
variedad y es importante hacer comparaciones y mediciones genómicas. Al
estimar el tamaño del genoma se ha podido modelar la dinámica de los procesos
de diversificación genómica en las plantas angiospermas siendo estas el grupo
más diverso. El CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) ha estado
evaluando la diversidad genética en yuca (Manihot esculenta Crantz) usando
polimorfismos de nucleótido único (SNPs) como marcadores moleculares para el
descubrimiento de genes, caracterización de poblaciones genéticamente
similares e identificación de duplicados en germoplasma; para el caso de la yuca
se han determinado que existen 7 subpoblaciones latinoamericanas las cuales
se pueden encontrar in vitro en el banco de germoplasma del CIAT. El propósito
de este trabajo fue determinar el tamaño de genoma de las 7 subpoblaciones de
yuca y sus pares silvestres con el fin de determinar si existe o no diversificación
en este carácter en la yuca. Las estimaciones del tamaño del genoma se
generaron usando citometría de flujo de muestras in vitro de las poblaciones
cultivadas y silvestres del Manihot almacenadas en el banco de germoplasma
del CIAT. Se utilizó yoduro de propidio (PI) como agente intercalante y DAPI
como colorante cromosómico, permitiendo el recuento cromosómico usando un
microscopio de fluorescencia. Las plantas de yuca a las que se les realizó conteo
cromosómico fueron identificadas como diploides. Se determinó que el tamaño
del genoma varía significativamente entre las poblaciones americanas de yuca
(Manihot esculenta Crantz). A nivel de género, sin embargo, la comparación
entre la yuca cultivada, el conjunto denominado CROP y los parientes silvestres
(WILD y sub grupos) no se observaron diferencias significativas. Se observó que
el tamaño del genoma de la yuca cultivada (Manihot esculenta Crantz) muestra
diversificación / variación, mientras que el tamaño del genoma no varía al ser
comparada con las accesiones de yuca silvestre, como M. flabellifolia y M. trisitis.
Esto puede indicar que los procesos de selección antrópica de la yuca cultivada
10

tienen un efecto significativo para conservar el tamaño de genoma a lo largo del
tiempo, debido a la multiplicación clonal de la yuca. Algunos de los genomas
evaluados como más grandes pueden potencialmente ser usados como genomas
de referencia para estudios genómicos a futuro. Es evidente que los procesos de
mejoramiento convencional, cuyo objetivo es fijar o acentuar características de
interés agronómico basados en la selección de materiales promisorios, ha
causado una pérdida de información genética. Es necesario realizar estudios
adicionales que comparen estas diferencias a nivel estructural, como por ejemplo
la secuenciación del genoma, el bandeo tipo FISH las cuales permiten
caracterizar estas variaciones en el genoma se caracterizan en términos de
tamaño y estructura de manera comparativa con muestras de Manihot silvestres.

Palabras Clave:

Tamaño de genoma, citometría de flujo, banco de germoplasma, diversidad,
Manihot esculenta Crantz

Abstract:
The genome size of plants differs between species or from variety to variety and
it is important to make comparisons and genomic measurements. When
estimating the size of the genome, it has been possible to model the dynamics
of the processes of genomic diversification in the angiosperms, being these the
most diverse group of plants. CIAT has been evaluating genetic diversity in
cassava (Manihot esculenta Crantz) using single nucleotide polymorphisms
(SNPs) as molecular markers for the discovery of genes, characterization of
genetically similar populations and identification of duplicates in germplasm; For
the case of cassava, it has been determined that there are 7 Latin American
subpopulations which can be found in vitro in the CIAT germplasm bank. The
purpose of this work was to determine the genome size of the 7 subpopulations
of cassava and their wild pairs to determine whether there is diversification in
this crop. Estimates of genome size were generated using flow cytometry of in
vitro samples of the cultivated and wild Manihot populations stored in the CIAT
germplasm bank. Propidium iodide (PI) was used as the intercalating agent and
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DAPI as a chromosomal dye, allowing chromosomal counting using a
fluorescence microscope. Cassava plants with chromosome counts were
identified as diploids. Genome size was determined to vary significantly among
American cassava populations (Manihot esculenta Crantz). At the gender level,
however, the comparison between cultivated cassava, the so-called CROP and
the wild relatives (WILD and subgroups) did not show any significant differences.
It was observed that the size of the cultivated cassava genome (Manihot
esculenta Crantz) shows diversification / variation, whereas the size of the
genome does not vary when compared to wild cassava accessions such as M.
flabellifolia and M. trisitis. This may indicate that the processes of anthropic
selection of cultivated cassava have a significant effect to conserve genome size
over time, due to the clonal multiplication of cassava. Some of the genomes
evaluated as being larger may potentially be used as reference genomes for
future genomic studies. It is evident that conventional breeding processes, which
aim to fix or accentuate characteristics of agronomic interest based on the
selection of promissory parents, have caused a loss of genetic information. It is
necessary to perform additional studies comparing these differences at the
structural level, such as genome sequencing, FISH-type banding which allow
characterization of these variations in the genome are characterized in terms of
size and structure in a comparative manner with samples of wild Manihot

Key words:
Genome size, flow cytometry, germplasm bank, diversity, Manihot esculenta
Crantz.

Introducción:

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un cultivo de importancia en el trópico,
siendo una de las fuentes principales de alimento para gran parte de la población
mundial, ocupa el cuarto como recurso principal de calorías, después del arroz,
maíz y trigo (1). Es un cultivo de fácil crecimiento y con alto

rendimiento

productivo (2). Su origen está en el continente sur americano, y su
12

domesticación data de hace 10000 años (1). Fue distribuida al continente
asiático y africano por los primeros conquistadores europeos. Esta especie es
una de las más recientes en ser incluida en programas de mejoramiento,
procesos biotecnológicos y manejo del cultivo a gran escala (3). Parte de este
desarrollo ha sido impulsado por el ITTA (Instituto Internacional De Agricultura
Tropical) y el CIAT (Centro Internacional De Agricultura Tropical), dos
instituciones internacionales que aplican biotecnología en la solución de
problemas inherentes a la agricultura, los cuales iniciaron sus estudios en este
cultivo durante la década de 1970 (2). Es importante resaltar que

la yuca es

reconocida por su contenido de almidón, con una amplia gama de usos y
aplicaciones industriales y alimenticias, además de ser fuente importante de
carbohidratos para la dieta (1). Sus presentaciones como producto alimenticio,
preparados o bebidas fermentadas varían en sabor y textura (alimentos sólidos)
según el contenido de amilasa que contenga la raíz (1).
El CIAT tiene en el banco de germoplasma, la colección de yuca in vitro más
grande del mundo (4), cuenta con más de 5000 accesiones que representan la
gran diversidad de este cultivo en

distintos países, entre ellos las muestras

pertenecientes al continente americano. El análisis y estudio de dichas
accesiones, son fundamentales para establecer la diversidad genética de este
cultivo a lo largo de Latinoamérica, por esto se desarrollan diferentes proyectos
en CIAT los cuales emplean una amplia gama de técnicas y análisis con el fin
de evaluar y analizar la diversidad genética de las accesiones de yuca
conservadas en in vitro (4).
A nivel agronómico el cultivo cuenta con características que facilitan su
producción y manejo entre las cuales se pueden resaltar: resistencia a sequía,
tolerancia y capacidad de producción en suelos ácidos (propiedad fisicoquímica
típica en las sabanas del mundo) debido a su alta productividad es un cultivo
atractivo para la producción de materias primas. Sin embargo presenta algunos
problemas de producción que pueden afectar el rendimiento del cultivo, entre
los cuales están los ataques por patógenos (bacterias, hongos y virus) y la falta
de material verificado y libre de patógenos para su multiplicación y producción
13

(1). Otro de los problemas de este cultivo es el deterioro postcosecha producido
como respuesta al estrés abiótico causado por el daño físico de las raíces durante
la cosecha o el transporte desde el sitio de producción hasta el centro de
almacenamiento o de mercadeo. Debido a estos factores que afectan al cultivo
las colecciones de germoplasma juegan un papel importante en la conservación
de la diversidad, siendo el reservorio de recursos genéticos, la fuente principal
para desarrollar variedades con resistencia a enfermedades o mayor valor
nutricional. Con base a esto el CIAT ha resguardado diferentes muestras in vitro
de variedades cultivadas y silvestres de yuca. (1, 2, 5).

Taxonomía de la Yuca:
Según Rogers & Appan (1973) la yuca se encuentra clasificada taxonómicamente
en:
Reino: Vegetal
Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Archichlamydeae
Orden: Euphorbiaceae
Género: Manihot
Especie: Manihot esculenta Crantz

Morfología de la yuca.
El género Manihot está compuesto por árboles y plantas herbáceas que se
caracterizan por la producción de látex y glucósidos cianogénicos que son
acumulados en todos los órganos de la planta. Manihot esculenta es un arbusto
que puede llegar a medir 4 ó 5 metros de altura, pero la mayoría de los tipos
cultivados no sobrepasa de dos o tres metros (1).
El tallo se ramifica a una altura variable, según los cambios (de suelo y
fertilización del mismo) y las condiciones climáticas. Este presenta una forma
cilíndrica y su diámetro varía de dos a seis centímetros. Tanto el color como el
14

grosor del tallo fluctúa de acuerdo con la edad de la planta y a la variedad
presenta una alternancia de nudos y entre nudos. Las hojas son lobulares con
colores que van desde el verde hasta el rojizo, acentuándose este último color
en los pecíolos. El número de lóbulos es generalmente impar y fluctúa entre tres
y nueve dependiendo de la variedad. Tiene flores masculinas y femeninas en la
misma planta presentando asincronía en la maduración debido a que la flor
femenina madura primero (1).
El fruto es una cápsula de forma ovoide y globular, su tamaño varía de uno dos
centímetros

de

diámetro

con

seis

aristas

longitudinales,

estrechas

y

prominentes. La semilla es de forma ovoide y mide aproximadamente 10
milímetros de largo por seis milímetros de ancho y cuatro milímetros de espesor.
La testa es lisa, de color café con moteados grises o negros. Las raíces son
tuberosas y tienen un promedio de 20 a 40 centímetros de largo por cinco a
ocho centímetros de diámetro. Su característica principal es la capacidad de
almacenar almidón. Razón por la cual es el órgano de la planta que hasta el
momento ha tenido mayor valor económico (2, 2, 5, 6).

Genética de la yuca, diversidad y biogeografía.

Las relaciones y estudios filogenéticos y biogeográficos de M. esculenta resaltan
como ancestros más cercanos a Manihot flabellifolia, Manihot peruviana y
Manihot trisitis. El género Manihot es monofilético con un origen suramericano,
el cual posiblemente se diversificó en Mesoamérica debido a procesos
migratorios de comunidades cultivadoras de yuca. Esto se ha determinado por
marcadores moleculares que buscan comparar el genotipo de muestras
duplicadas

en

diferentes

localidades

características biogeográficas (8).

geográficas

y

la

evaluación

de

La zona de mayor diversidad del género

Manihot se encuentra en el área de América tropical, a pesar de esto las fuentes
y zonas de diversificación y domesticación de las especies silvestres para el
consumo humano siguen siendo especulativas, diferentes autores proponen a
este cultivo como derivado de un complejo de especies procedentes de
diferentes regiones, entre las cuales están: el nororiente de Brasil, las sabanas
15

colombianas y venezolanas, las sabanas más antiguas del Perú y las tierras bajas
de centro América y México (1, 7).
Diferentes hipótesis apuntan a la domesticación de la yuca directamente de las
especies Manihot flabellifolia y Manihot peruviana, últimamente diferentes
estudios biogeográficos relacionan también a Manihot tristis como una especie
importante dentro del origen de la yuca y establecen como lugar de origen la
región sur del amazonas brasileño y peruano. La yuca se encontraba
ampliamente distribuida por el trópico del hemisferio occidental y en el siglo XV,
durante la conquista de América se inició su dispersión al viejo mundo. Al final
del siglo XVI los portugueses llevaron las primeras estacas de yuca al continente
africano, específicamente la costa occidental, en el golfo de Benín y el río Congo.
En el siglo XVIII ya se encontraba en la costa oriental de África. Los
conquistadores españoles la llevaron a filipinas y el continente asiático. La
introducción de la yuca en la India, pudo ocurrir en los primeros años del siglo
XVIII, pero su explotación como fuente alimenticia fue notable en el siglo XIX (1,
2, 6).

Citogenética de la yuca:
El estudio de la genética y citogenética de la yuca ha sido relativamente nuevo
si se compara con otras especies cultivadas, siendo un área de estudio muy
importante para desarrollar programas de mejoramiento genético del cultivo. El
género

Manihot

comprende

alrededor

de

98

especies

encontradas

principalmente en los trópicos de América. La yuca es generalmente considerada
como una especie diploide de origen alopoliploide con un número cromosómico
básico de cromosomas X = 9 y durante la meiosis los cromosomas forman 18
bivalentes. También se ha postulado la posibilidad de un origen segmental
alotetraploide (8).
Existen diferentes postulaciones sobre el grado de poliploidía de esta especie,
algunos autores la clasifican como diploide (2n=36 cromosomas) basados en
conteos cromosómicos, pero es posible encontrar estados tetraploides. Realizar
estos conteos se dificulta debido a que los cromosomas de M. esculenta son
pequeños y con un centrómero mediano. No obstante, se dificultan los estudios
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citogenéticos de la yuca, debido principalmente al cariotipo conformado por un
número grande de cromosomas pequeños (8, 9).

Citometría de Flujo.
La citometría de flujo es una técnica óptica, rápida y relativamente sencilla que
permite analizar de manera simultánea diferentes propiedades físicas de células
como fluorescencia y dispersión de luz. Inicialmente se explotó en áreas de la
salud, como herramienta para hacer conteos de células sanguíneas y otros
compuestos. Años más tarde fue ampliado su rango de aplicación en áreas como
las ciencias biológicas, esto de la mano del desarrollo de nuevos protocolos y
reactivos específicos para nuevos tejidos y propósitos investigativos en
biotecnología vegetal, principalmente el desarrollo de tampones o buffers
capaces de aislar los núcleos celulares en condiciones estables por un período
de tiempo relativamente prolongado (10, 11). Consecuentemente el número de
publicaciones sobre taxonomía, biología evolutiva y citogenética aumentó en
áreas de agricultura y botánica. Debido a sus características ópticas, alta
precisión y rapidez, en los últimos años el uso de esta metodología ha
aumentado el entendimiento de la sistemática celular vegetal, principalmente
los estudios orientados a evaluar y realizar conteos de los fluorocromos unidos
al ADN, permitiendo realizar estimaciones de tamaño de genoma con un alto
grado de precisión (11).
Para determinar el contenido de ADN nuclear y tamaño de genoma se usan
distintas técnicas, entre las cuales pueden destacar el método de Feulgen
microfotoespectometría

y

con luz ultravioleta (UV), las cuales a pesar de ser

usadas para determinar y cuantificar el contenido de ADN, son complejas y con
metodologías largas que requieren diferentes reactivos contaminantes (12), a
diferencia de

la citometría de flujo que es una técnica ideal para análisis

relacionados con tamaño de genoma, ciclo celular o ploidía, debido a que es un
método rápido, en el que se pueden analizar diferentes muestras al mismo
tiempo conservando un resultado confiable en términos estadísticos (5). Es
necesario realizar las mediciones con el tejido fresco y en buen estado, lo cual
17

dificulta el trabajo cuando se debe colectar material de campo y no se cuenta
con material in vitro.
La citometría de flujo como técnica usada para medir el tamaño de genoma,
ploidía, y fases del ciclo celular ha demostrado ser una herramienta eficaz, rápida
y de fácil manejo en diferentes áreas de investigación; como lo son salud y
agricultura (13). Principalmente usada en la medición de tamaño de genoma,
fases del ciclo celular en diagnóstico e investigación de cáncer y estudios de
ploidía en plantas con potencial para mejoramiento o investigación básica (14).
El principio del citómetro de flujo se basa en el uso de un agente intercalante
fluorescente

generalmente

DAPI

(4′,6-Diamidine-2′-phenylindole

dihydrochloride) por sus siglas en inglés, o PI (propidium iodade) los cuales se
unen a los nucleótidos, principalmente adenina y timina (14), mediante el uso de
luz ultravioleta (UV) o “Green laser” u otras diferentes fuentes de luz, es posible
realizar conteos de células o núcleos (dependiendo el protocolo que se use)
siendo posible determinar contenido de ADN o tamaño de genoma nuclear, todo
esto posterior a la preparación de las muestras en diferentes soluciones para
extraer el ADN nuclear manteniendo los núcleos suspendidos con el respectivo
agente intercalante (10).

Evolución del tamaño del Genoma

El tamaño de genoma relacionado con el número de genes o pares de bases fue
por mucho tiempo un rasgo poco relevante; con el surgimiento de la necesidad
de secuenciar genomas completos fue tomando importancia, actualmente se
identifica su importancia en la construcción de genomas de referencia en
estudios moleculares, biogeográficos y en el contexto de la evolución de los
genomas (9, 11). En términos estructurales, en estudios anteriores el contenido
relevante del genoma eran las secuencias con capacidad de transcripción y
expresión, Arabidosis thaliana es la planta modelo en tamaño de genoma donde
se determinó que tiene un contenido de 145 millones de pares de bases (TABLA
1). La mayoría de las plantas cultivadas tienen genomas grandes y complejos,
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con exceso de ADN que aparentemente no tiene función. El estudio del genoma
de Arabidosis thaliana permitió identificar genes con funciones similares en
especies como tomate, maíz, arroz y trigo, cuyos genomas son 10-30 veces
mayores, a partir de este punto se evaluaron diferentes genomas de importancia
biológica o comercial (TABLA 1) (15).
TABLA 1. Tamaños de Genoma de diferentes organismos de importancia
biológica o comercial (16).

Organismos
Bacterias

Tamaño del genoma Mb (Mega bases)
-

Escherichia coli

4.639

Bacillus anthracis

5.227

Streptomices coelicor

8.867

Treponema pallidum

1.138

Hongos
Saccharomyces cerevisae
Invertebrados
Drosophila melanogaster
Vertebrados

12.069
137.000
-

Gallus gallus domesticus

1,200.000

Mus musculus

2,640.000

Homo sapiens

3,200.000

Plantas

-

Arabidopsis thaliana

142.000

Orysa sativa sp japónica

360.785

Vitis vinífera

504.600

Zea mays cv, B73

2,061.021

La variación y evolución del tamaño de genoma es muy importante en diferentes
disciplinas científicas, como la sistemática vegetal, biogeografía, biología
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evolutiva y genética molecular principalmente (15, 17, 18). Sin embargo, aún
no se conocen los factores ecológicos, fisiológicos o adaptativos que pueden
influir en la evolución del tamaño de genoma y los fenómenos que esto abarca.
Algunas hipótesis sobre la variación en el tamaño de genoma dentro de las
especies eucariotas vegetales apuntan a las variaciones cromosómicas, como lo
pueden ser la ploidía, presencia de cromosomas B, o un aumento en las
secuencias repetitivas, también se plantean hipótesis relacionadas con eventos
externos, como hibridaciones o procesos de división celular meióticos y la
polinización (19). Plantas con igual nivel de complejidad y contenido de genes,
pueden tener tamaños de genomas diferentes. La explicación de esta paradoja
puede darse por la presencia de diferentes niveles de ploidía y por la composición
del genoma el cual está constituido por ADN con secuencias repetitivas de
nucleótidos, organizadas en bloques, denominado ADN satélite, como pequeñas
secuencias de ADN repetitivo disperso por todo el genoma. La proporción de
estas regiones puede variar alrededor de un 90% (20).

Importancia y características del tamaño del genoma

Los primeros estudios cariotípicos indicaban que el número de cromosomas, el
tamaño del genoma y el tamaño del núcleo celular son altamente específicos
para cada especie, siendo este un carácter diagnóstico en sistemática vegetal y
taxonomía (21). Los primeros registros de variación en tamaños de genoma a
nivel intraespecífico fueron descritos en maíz; sin embargo, esta información
debió ser corroborada por nuevas metodologías como la densitometría de
Feulguen (12, 19). A partir de la década del 60 con el estudio de Linum se
observaron grandes diferencias a nivel interespecífico en los tamaños de
genoma, gracias a esto se concluyó y aceptó la hipótesis sobre plasticidad en el
tamaño de genoma y el concepto de variabilidad interespecífica fue aceptado
como un rasgo importante de investigación que se realizaría en estudios
citogenéticos durante los últimos años (11, 19).
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Los procesos biológicos que aumentan la variación interespecífica del tamaño de
genoma, pueden producir reacciones fenotípicas impredecibles, como por
ejemplo, el mosaico de las semillas del maíz o los rasgos florales en el género
Silene u otros caracteres morfológicos en Loiulum, los cuales pueden estar
asociados a diferencias en tamaño de genoma (19). De igual forma se pueden
observar diferentes condiciones ambientales como lo son los gradientes
geográficos, condiciones biogeográficas y relaciones entre altitud y tamaño de
genoma, donde las variaciones del genoma resaltan principalmente en el
contenido de secuencias repetitivas (SSR´s) y transposones (7, 19, 22). Sin
embargo, las pequeñas diferencias en tamaño de genoma no demuestran gran
importancia en procesos de diversificación al interior de una especie, tampoco
demuestran tener una relación con procesos de selección natural, donde posibles
diferencias se relacionen con mayores aptitudes biológicas en plantas silvestres
(19, 22, 23).
Sabiendo que los cambios en el tamaño del genoma pueden estar dados por
múltiples fuerzas de selección, ya sean naturales o artificiales, aún no son claros
todos los mecanismos y procesos que afectan el tamaño del genoma en las
especies (23, 24). La paradoja del valor C indica que no existe relación entre el
contenido de ADN y la complejidad de los organismos, la paradoja del valor G
indica que no existe relación entre la cantidad de regiones codificantes y la
complejidad del organismo (25).
Se puede concluir que estas variaciones en el tamaño de genoma pueden tener
un efecto en la diversidad pero no pueden indicar grandes cambios dentro de las
poblaciones o la aparición de un complejo de especies basados en los cambios
del tamaño de genoma dentro de las poblaciones (26). Se pueden usar modelos
estadísticos basados en cadenas de Márkov, para lograr predecir y modelar los
cambios en el tamaño del genoma basados en parámetros de selección siendo
necesario tener un buen soporte sobre la historia evolutiva, lográndose inferir si
estos cambios en los tamaños se dan por inserciones de pequeñas secuencias,
aumento en secuencias repetitivas dentro del genoma o por el contrario
deleciones que pueden llevar a pérdidas de secuencias o genomas más pequeños
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(23, 25). El uso de bases de datos es necesario para poder construir modelos y
gráficos de diversidad basados en el contenido de ADN, para esto se cuenta con
la base de datos del Royal Botanic Gardens KEW (http://data.kew.org/cvalues/)
donde en el presente se puede encontrar información sobre más de 8500
especies de plantas. En la actualidad no existe un registro de esta información
para Manihot esculenta Crantz y sus pares silvestres (16, 18). Se puede inferir que
a pesar de que se pueden determinar diferentes hipótesis que relacionen
condiciones ambientales, capacidades adaptativas, aún no existe una asociación
entre causa o causas determinantes la variación interespecífica en el tamaño de
genoma en plantas silvestres y cultivadas (4, 9, 11, 18).
Entender las diferencias previamente mencionadas entre las poblaciones y
evidenciar las respectivas relaciones del tamaño de genoma permitirán un mayor
entendimiento sobre la diversificación de la yuca en Latinoamérica, siendo
necesario evaluar el tamaño de tamaño de genoma por citometría de flujo para
7 subpoblaciones americanas de yuca y sus pares silvestres con el fin de evaluar
el

tamaño de genoma como indicador del grado de diversidad a nivel

interespecífico (24, 26) como también puede usarse para construir una relación
entre el tamaño de genoma y

el grado de diversidad entre especies o

subpoblaciones dentro de una misma especie y género (23). Siendo este trabajo
un estudio base para realizar posteriores estudios que tengan en cuenta tamaño
de genoma en los procesos de diversificación y que permitan explorar el genoma
en busca de variantes estructurales que expliquen los cambios en tamaño
encontrados y en general sobre diversidad en el área de genética de yuca.

Objetivos:

Objetivo general:
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Evaluar el tamaño de genoma en siete subpoblaciones de yuca y sus pares
silvestres del banco de germoplasma de CIAT.

Objetivos específicos:

Evaluar y determinar el tamaño de genoma para cada una de las siete
subpoblaciones de yuca de manera comparativa, buscando determinar si existe
diversidad entre las subpoblaciones usando solo el tamaño de genoma.
Determinar si existe un grado de variación de los tamaños de genoma entre las
siete subpoblaciones y el conjunto de muestras silvestres de yuca y su posible
relación con el grado de diversidad dentro del género Manihot.

Metodología:

Subpoblaciones y Selección de muestras:
Las muestras que se analizaron fueron tomadas del banco de germoplasma de
CIAT, el cual cuenta con 5600 accesiones, de las cuales se seleccionaron 150
muestras pertenecientes a 7 subpoblaciones cultivadas (Manihot esculenta
Crantz) a lo largo del continente americano ya definidas por su representatividad
dentro de la colección y establecidas en estudios de diversidad previos (28).
Al completarse efectivamente la evaluación de las 150 muestras in vitro de
Manihot esculenta Crantz se incluyó una evaluación de 37 muestras, 29 especies
y 8 variedades de M. flabelifollia filogenéticamente importantes pertenecientes
a las accesiones silvestres del banco de germoplasma denominas como conjunto
WILD, esto como grupo comparación de tamaño de genoma dentro del género
Manihot. Debido a que estas variedades silvestres no se encuentran registradas
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en ninguna subpoblación, fueron evaluadas en total y clasificadas como un nuevo
conjunto o población nombrada WILD, como conjunto de comparación con
respecto al resto de las subpoblaciones.
Las subpoblaciones evaluadas son:
1. SAV (Sabana) 15 muestras.
2. MAC (Meso American, Caribean/ Meso americana y Caribe)

30 muestras.

3. AND (Andina) 34 muestras.
4. SARF (South American Rain Forest/ Bosque lluvioso sur americano) 31
muestras.
5. ARB (Amazonas) 10 muestras.
6. HAF (Humed Atlantic Forest / Bosque Húmedo del Atlántico) 23 muestras.
7. DAF (Dry Atlantic Forest/ Bosque seco Del Atlántico) 28 muestras.
8. WILD (Silvestres agrupadas: M. flabellifolia, M. carthageniensis, M. peruviana,
M. caerulescens, M. violácea, M. orbicularis, M. tristis, M. glaziovii) 37 muestras.

Las 150 muestras de yuca cultivada fueron seleccionadas a partir de los
resultados del estudio de diversidad previamente realizado en el programa de
genética de yuca de CIAT utilizando marcadores tipo SNP obtenidos a partir de
secuenciamiento RAD (datos no publicados). Estos materiales están registrados
y conservadas in vitro en el banco de germoplasma de CIAT.
El control usado durante la calibración y comparación para la obtención de los
datos fue el genotipo de Manihot esculenta Crantz AM560-2 el cual

fue

secuenciado por CIAT y se conoce su tamaño de genoma (740 Mega bases) por
lo tanto es ideal como muestra de

comparación y control además de ser el

genoma de referencia en múltiples estudios moleculares (3) el cual se usó en
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todas las calibraciones y en la conversión de los datos. Para lo cual se usó la
fórmula 1, ya reportada en diferentes estudios sobre tamaño de genoma (29).

(𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟é𝑠 ) ∗ (𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒 𝐴𝑀560 − 2 𝑒𝑛 𝑀𝑏)
(𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐴𝑀560 − 2 )

Formula 1: Relación usada para determinar tamaño de genoma en Mb (mega
bases) con respecto a la media obtenida por las tres repeticiones durante las
mediciones en el citómetro de flujo reportada por Dolezel en 2007 (29).

Preparación tejido hojas.

Se utilizó el protocolo de preparación sugerido por Dolezel (29) , donde se
realizan cortes de las hojas separando una división de aproximadamente 5 mm2
a los cuales se les agrega 0,5 ml de solución de extracción Partec ® (13), la cual
hace lisis celular permitiendo que los núcleos queden expuestos a la segunda
fase de la preparación de muestras. En la segunda fase se filtra la solución de
extracción y residuos de muestras de hoja a través de un filtro para tubo Rohem
de 36 micrómetros el cual retiene los residuos del tejido y permite el paso de los
núcleos extraídos. A continuación se agrega 2 ml de solución de PI con RNAsa
las muestras se dejan en reposo por dos horas a un rango de temperatura ente
2 y 8 centígrados, en ausencia de luz (29, 30). Debido a los requerimientos de
este estudio y metodología aplicada se usaron muestras in vitro lo más frescas
posible, de las cuales se seleccionaron las hojas más jóvenes (30).

Medición en el Citómetro de flujo.

Para la lectura de muestras en el citómetro de flujo se debe iniciar con una
calibración del equipo usando una solución comercial incluida en el kit de
preparación PARTEC® (30), después se realizó una segunda calibración usando
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una muestra control, posterior a esto se procedió a medir cada una de las
muestras correspondientes. Se usaron los datos de las muestras que tenían un
conteo de núcleos mayor a 3000 y un coeficiente de variación por debajo de 5
%, con el fin de mantener parámetros de calidad a nivel estadístico de los datos
(10, 14), a cada muestra se le realizaron 3 repeticiones y se usaron como dato
definitivo el promedio de las tres mediciones. En los casos donde se vieron
genomas más grandes, se corrió el control AM560-2 simultáneamente con la
muestra de interés.

Conteo Cromosómico:
Preparación de tejido:

Para realizar los conteos cromosómicos de las muestras que fueron posible, se
usaron raíces obtenidas por enraizamiento de estacas, las raíces eran colectadas
cuando tenían 1 cm de largo, con meristemos claramente identificables, las
raíces fueron puestas en tubos de 1,5 ml, donde se sumergieron completamente
en 8-hidroxiquinolina (0,04%) por 24 horas a 20 centígrados esto con el fin de
detener el ciclo celular. Después de este primer paso se pasaron las raíces a
solución fijadora, en una concentración 3 a 1 de etanol y ácido acético por 48
horas. Finalmente las raíces se pasaron a tubos con etanol donde se conservaron
a 4 grados centígrados (31).

Preparación placas:

Para el montaje y preparación de las placas donde se visualizaron y contaron los
cromosomas, se usaron los meristemos de las raíces procesadas. Inicialmente
se sumergieron las raíces en agua destilada por 30 minutos, esto con el fin de
retirar el tejido muerto y rehidratar el tejido. Seguidamente se pasaron las raíces
a tampón o búfer citrato por 10 minutos para luego cortar los meristemos y
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suspenderlo en enzima de digestión (Onosuka) por 90 minutos a 37 grados
centígrados en baño de maría. La suspensión celular obtenida fue lavada en agua
y etanol al 96 % para finalmente fijar una gota de la suspensión celular en la
placa con solución fijadora 5:1 etanol, ácido acético.
Finalmente se realizó tinción con el fluorocromo DAPI (31) y microscopia de
florescencia invertida con un microscopio Leica DMI8.

Análisis de datos.

Una vez obtenidos los datos se organizaron para su comparación y análisis en
los listados correspondientes a cada subpoblación (Anexo 1), según esta
información se construyó la matriz de datos en términos de tamaño de genoma
(Mb) incluyendo las respectivas muestras, población y tamaño de genoma,
donde luego se determinó las diferencias entre subpoblaciones por estadísticos
descriptivos (medidas de tendencia central y variación estándar), con el fin de
tener un panorama general sobre la desviación y variación de los tamaños de
genoma en las muestras en cada una de las subpoblaciones.
Para determinar el grado de variación entre las 7 subpoblaciones se usó un
análisis de varianza ANOVA de un factor, para lo cual se usó el programa de
análisis

estadístico

R

(32),

comparaciones entre las 7

realizando

diferentes

pruebas,

incluyendo

subpoblaciones de yuca cultivadas para luego

comparar con la inclusión de la población silvestre comparando al generó
Manihot, para un total de 8 subpoblaciones analizadas.

Resultados:
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Todo el material in vitro usado en este trabajo cuenta con los estándares de
bioseguridad y termoterapia requeridos para garantizar que el tejido no presenta
organismos endófitos o contaminación por otro tipo de ácidos nucleicos
diferentes a los de las muestras de yuca. Para corroborar y garantizar la calidad
de los datos se usaron 3 diferentes tipos de análisis de calidad, el primero es
que todas las muestras usadas en los análisis de resultados cuentan con más de
3000 conteos en el área seleccionada correspondiente al genoma de la muestra
de la yuca (Figura 1) y un coeficiente de variación CV inferior al 5%, esto
garantiza que los picos seleccionados cuenten con el soporte estadístico a nivel
de conteos y rango de variación (pureza de la muestra) y se encuentren en
parámetros de alta calidad.
Segundo, el control de calidad sobre los parámetros de medición y análisis de
muestra del citómetro de flujo, en este control se usó el programa de análisis
para citometría FlowJo V10 el cual es una herramienta informática libre
distribuida por la universidad de Purdue (Indiana). El análisis de las poblaciones
de núcleos fue evaluado usando diferentes cuadrantes de medida para cada
muestra, en total todas las muestras analizadas en este trabajo, contaban con
una agrupación superior al 92 %, confirmando la calidad del rango de medición
óptica y concentración de la muestra adecuado (Figura 1, Figura 2, Figura 3).
Cada agrupación de núcleos e histograma de frecuencia fue contrastada con el
control AM560-2 esto con el fin de identificar posibles errores en la lectura de la
muestra.
Un último control de calidad fue el uso de la aplicación móvil de libre distribución
Red Matter (https://www.redmatterapp.com/), el cual permite clasificar y
realizar conteos de áreas determinadas de un pico, permitiendo corroborar que
el tamaño y características de cada partícula conserve los estándares originales
de medición, en el caso de los genomas más grandes o pequeños se corroboro
el pico correspondiente con el rango de fluorescencia del control previamente
establecido (Figura 2 y Figura 4).
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Figura 1: A-B-C Resultados de la calibración del control AM560-2 agrupando los
núcleos medidos a el pico correspondiente. D-E-F comparación del pico obtenido
de COL306 con el control AM560-2 donde se muestran las diferencia en los picos
contrastados.

Figura 2: A Contraste de la calibración de los núcleos de AM560-2. B contraste
del rango de fluorescencia de AM560-2 con el pico obtenido para MEX20, un
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genotipo con un tamaño de genoma menor, se verifico que no se sobreponga el
pico al rango del control.

Figura 3: A-B-C Agrupación de los diferentes rangos de fluorescencia para el
genotipo AM560-2 obtenidos en diferentes días de medición. D Histograma de
fluorescencia de AM560-2 con su rango de variación respectivo.
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Figura 4: A Agrupación de núcleos de AM560-2. B en rojo AM560-2 contrastado
con COL306, genoma más grande comparado con el control. C Y D Comparación
de picos de genomas más pequeños PAN135 (C) y MEX20 (D) con el rango de
fluorescencia de AM560-2.
Se obtuvieron 187 mediciones de tamaño de genoma en las muestras in vitro
conservadas en el banco de germoplasma de CIAT. Cada muestra es
perteneciente a una subpoblación americana o de las muestras silvestres
agrupadas como una población más, como reporte final el tamaño de genoma
obtenido se usaron unidades de mega bases (Mb). Finalmente, medidas las 187
muestras americanas se obtuvo que el tamaño promedio de las 7 poblaciones
es de 731 Mb, 9 mega bases menores al tamaño del control usado AM650-2. Se
obtuvo un valor máximo de 1227 Mb y un valor mínimo de 605 Mb (Figura 5)
donde se evidencia que la mayoría de las muestras están en el rango de 600 a
800 Mb, los datos respectivos a cada muestra y subpoblación se encuentran
registrados en el Anexo 1.
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Posterior a la corroboracion de los datos, se determinaron los tamaño de genoma
basados en el promedio de fluorescencia obtenido para las tres repeticiones de
cada muestra. Finalmente se organizó la matriz de información (ANEXO 1) que
incluía el genotipo o muestra, la subpoblacion a la que pertenece y el tamaño de
genoma en mega bases (Mb).

Figura 5: Distribucion del tamaño de genoma en las subpoblaciones y especies
silvestres de yuca. La linea usada como modelo corresponde al control AM5602. (Savana en verde, MAC en amarillo, AND en morado, SARF en rojo, ARB en
negro, HAF en azul, DAF en café y WILD en verde oscuro).

.
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El principal propósito de este trabajo fue evaluar el tamaño de genoma como
indicador de diversidad en yuca americana, por lo cual se realizaron análisis de
varianza con el fin de determinar si existían diferencias significativas en el
tamaño de genoma de las subpoblaciones evaluadas. Para esto se usó un análisis
de varianza ANOVA, en el cual se calculó un grado de P igual a 0,005, por lo que
se determinó que a nivel de todas las subpoblaciones incluyendo la población de
silvestres si existen diferencias significativas en el tamaño de genoma (Figura
6). En las 8 subpoblaciones analizadas se encontraron grandes diferencias a
nivel general, dada principalmente por la amplia variación de ARB y HAF y los
“outliers” de cada subpoblación, entre las subpoblaciones de se compararon
bloques de dos poblaciones de forma no repetitiva con el fin de identificar los
grupos más similares (AND y SAV) y diferentes (DAF y ARB), las respectivas
tablas de ANOVA y los análisis realizados a estas subpoblaciones se encuentran
registrados en el Anexo 2.
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Figura 6: Variación de tamaño genoma de cada subpoblación. La línea
corresponde al control AM560-2. Los asteriscos identifican a los “outliers” de
cada subpoblacion. (Savana en verde, MAC en amarillo, AND en morado, SARF
en rojo, ARB en negro, HAF en azul, DAF en café y WILD en verde oscuro).
Se realizó una comparación entre la agrupación de las muestras de las
subpoblaciones en un solo conjunto denominado como cultivadas (CROP) y la
agrupación de tres grupos de silvestres de interés filogenético.
FLA: M. flabelifolia de interés filogenético debido a su relación ancestral con la
yuca.
TST: M. tristis de interés filogenético debido a su relación ancestral con la yuca.
S1: grupo de silvestres muy cercanas a la yuca.
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Se determinó que no existen diferencias significativas entre estas agrupaciones
(Figura 7 y Figura 8), es importante resaltar que el número de muestras
cultivadas es mayor que el de las silvestres, siendo menor la variación al interior
de las silvestres, y que el grupo de las cultivadas tiene un grupo de muestras
“outliers” que a pesar de afectar drásticamente la variación no representan
ampliamente una variación significativa en términos comparativos, pero si en la
distribución de los datos.

Figura 7: Resultados de tamaño de genoma obtenidos de la comparación del
conjunto de las muestras de yuca cultivadas CROP conta el conjunto de las
muestras agrupadas de las silvestres WILD.
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Figura 8: Comparación de los tamaños de genoma obtenidos de la agrupación
de las muestras cultivadas CROP (independientemente la subpoblación) y tres
agrupaciones de muestras de yuca silvestre de interés FLA, S1, TST.

Conteo Cromosómico:

Se lograron realizar conteos a cinco genotipos evaluados por citometría de flujo
de las muestras cultivadas (BRA144 subpoblación SARF, PAR69 subpoblación
DAF, COL2014 subpoblación AND, PER232 subpoblación SARF y PER234 de la
subpoblación ADN), logrando así aplicar una metodología relativamente sencilla
para extender cromosomas de yuca. Se resalta que el uso de agua helada es
fundamental para rehidratar la suspensión celular durante la fase de lavado de
raíces y obtener así cromosomas de mejor tamaño y claridad. Los resultados
obtenidos para los cinco genotipos muestran un valor de 2n= 36 cromosomas
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para los genotipos diploides evaluados, resultado ya reportado en diferentes
variedades de yuca (8) (Figura 9, Figura 10, Figura 11 y Figura 12).

Figura 9: Fotos de cromosomas obtenidos para el genotipo BRA144 el cual tiene
un tamaño de genoma 686 Mb y un 2n=36. La cual hace parte de la subpoblacion
SARF (South American Rain Forest/ Bosque lluvioso sur Americano).
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Figura 10: Fotos de cromosomas obtenidos para el genotipo PAR69 el cual tiene
un tamaño de genoma de 661 Mb y un 2n=36. Hace parte de la subpoblación
DAF (Dry Atlantic Forest / Bosque seco del Atlántico).
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Figura 11: Fotos de cromosomas obtenidos para los genotipos COL2014 y Per
232 los cuales tienen un tamaño de genoma de 623 Mb y 679 Mb
respectivamente. En ambos casos con un valor 2n=36. Hacen parte de la
subpoblación AND (Andina) Y SARF (South American Rain Forest/ Bosque
lluvioso sur americano)
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Figura 12: Fotos de cromosomas obtenidos para el genotipo PER234 el cual
tiene un tamaño de genoma de 605 Mb con un valor 2n=36. Hace parte de la
subpoblación AND (Andina).

Discusión de resultados:
El tamaño de genoma en plantas muestra que las diferencias entre
angiospermas y gimnospermas varían de manera significativa, siendo las
angiospermas el grupo más diverso con una mayor variabilidad de contenido de
ADN. Lo cual permite formular diferentes hipótesis entre los procesos de
diversificación en angiospermas y la relación que existe con el tamaño de
genoma, entre las cuales se destaca la posibilidad que existe una relación entre
las tasas de diversidad y las tasas de cambio en el tamaño de genoma. Aunque
es claro que es un carácter relacionado con procesos de diversificación debido a
las correlaciones entre plantas silvestres y diferentes características adaptativas,
aún no existe una hipótesis magistral que establezca una relación que sea
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definitiva entre el tamaño de genoma (sea un genoma grande o pequeño) con
características evolutivas favorables o desfavorables (23–25). Siendo la yuca una
planta angiosperma es importante comprender que son múltiples los factores
aún desconocidos que influyeron en la evolución del tamaño de genoma de esta
planta en específico y sus pares silvestres. Siendo fundamental identificar esta
relación en plantas cultivadas como la yuca, la cual muestra un tamaño de
genoma variable a nivel intraespecífico pero una estabilidad en términos de
especie, estas variaciones muestran claramente que las plantas cultivadas
pueden sufrir variaciones importantes en el tamaño de genoma.
Se han descrito diferentes hipótesis que relacionan la distribución geográfica con
el contenido de ADN, está relacionado que en su gran mayoría las plantas que
tienen un genoma relativamente pequeño muestran una distribución geográfica
más amplia que plantas con genomas más grandes (27). Esto puede estar
relacionado con procesos de adaptación más rápidos y se postulan procesos de
invasión favorables para plantas con genomas más pequeños como es el caso
de la yuca. Esta hipótesis se sustenta con relaciones entre la producción de
diferentes metabolitos y rápido crecimiento, relacionados con el contenido de
fósforo y nitrógeno disponible a nivel fisiológico (27). Se han descrito múltiples
posibles causas sobre la variación del tamaño de genoma en diferentes especies
de plantas, como factor común se resaltan las diferencias en elevación (metros
sobre el nivel del mar), sequía y procesos de migración como posibles factores
de alta influencia en tamaño de genoma rasgos que se deben resaltar ya que la
yuca es un cultivo resistente a estrés hídrico y que ha sufrido grandes
migraciones por comunidades cultivadoras y consumidoras del mismo (5, 6, 28).
Procesos que también se relacionan la amplia distribución de plantas
angiospermas y su alta variabilidad en tamaños de genoma (23, 24, 33). En cuanto
a la variabilidad en el contenido de ADN al interior de una especie, existen
diferentes revisiones al interior de complejos de especies en los cuales se ha
determinado que las diferencias no son un indicador claro de la formación de un
complejo de especies, como si lo pueden explicar otro tipo de caracteres
moleculares (19). La yuca ah sido caracterizada por marcadores moleculares
como ITS´s, COI, SSR´s y SNP´s los cuales han resuelto diferentes hipótesis
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sobre la diversificación de la yuca, relacionando la distribución geográfica como
un factor subyacente a nivel de tamaño de genoma este el es primer trabajo que
evalúa la diversidad de este carácter en diferentes variedades de yuca.
Según los resultados obtenidos en las mediciones de tamaño de genoma por
citometría de flujo a 7 subpoblaciones de yuca cultivada y un conjunto de
especies silvestres de yuca se determinó que la variación del tamaño de genoma
entre estas subpoblaciones muestra diferencias significativas, lo cual puede ser
causado por múltiples motivos relacionado con la ecología, genética y prácticas
del cultivo de la yuca en general tales como la multiplicación clonal a lo largo del
tiempo. Según diferentes autores (17, 24, 26, 27) se formulan diferentes causas
ambientales a la evolución y adaptación del tamaño de genoma, se resaltan
principalmente, procesos de invasión, restricción del recurso hídrico y variación
en la distribución en altura sobre el nivel del mar. Si bien estas causas se han
determinado en su mayoría en plantas silvestres, donde los procesos de
selección ocurren de manera natural y son fundamentales factores como el clima
y la ecología en general (26, 27). Desde este punto de vista la yuca es una
planta con un tamaño de genoma, relativamente pequeño en comparación a las
angiospermas en general (33). La yuca resalta por ser un cultivo tolerante a la
sequía y por ser adaptable y eficaz en diferentes condiciones ambientalmente
adversas (1). Estas características de resistencia y fácil adaptación se han
relacionado en plantas silvestres con tamaños de genoma pequeños, cualidades
que pueden tener relación para el caso de la yuca basándose en la semejanza
entre el tamaño de genoma encontrado para la yuca cultivada y silvestre.
Pudiéndose formular que esta semejanza y las características genéticas que se
conservan para la yuca cultivada y silvestre son las causas principales de la
resistencia y adaptabilidad de la yuca a grandes rasgos, las pequeñas diferencias
son las que revelan el efecto del cultivo (5, 6).
Es importante resaltar que la yuca cultivada que se multiplica y consume hoy en
día es producto de la selección de variedades que fueron favorables para las
comunidades que las usaban como fuente de alimento (1). Debido a la
multiplicación por estacas los genotipos ahora observados y los cuales
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conforman las subpoblaciones analizadas, son clones de aquellas plantas de yuca
que fueron seleccionadas y cultivadas hace muchos años por las comunidades
consumidoras y cultivadoras de este cultivo. Es evidente el factor antrópico
fundamental en la selección de características fenotípicas de interés agronómico
(2). Por lo cual los tamaños de genoma observados en la yuca cultivada han sido
conservados a partir de rasgos fenotípicos y no genómicos. Siendo evidente
este proceso de selección sobre la alta variación del tamaño de genoma al
interior de cada subpoblación, donde no se muestra alguna relación donde se
asocie la selección con contenido de ADN causa principal de la alta variación
dentro de algunas subpoblaciones de yuca cultivada (2, 5, 6, 28).
Otra causa muy importante sobre la variación del tamaño de genoma es la
presencia de secuencias repetitivas y transposones, típicos de los genomas
eucariotas (34). En plantas cultivadas como el maíz, estas secuencias juegan un
papel importante dentro del genoma, llegando a formar cromosomas tipo B,
identificados por estar compuestos de secuencias repetitivas y en muchos casos
ser no codificantes (35). Los elementos genéticos móviles o transposones,
elementos de unos pocos miles de nucleótidos, se duplican y las copias
duplicadas se insertan en otras partes del genoma, lo que provoca rápidos
aumentos en el tamaño del genoma, causando variación del mismo entre
diferentes individuos (23, 24, 34). En algunos casos estos elementos duplicados
se conservan y fijan en el tiempo, siendo estos cambios visibles y la tasa de
frecuencia con que ocurren, gracias al desarrollo de diferentes herramientas
bioestadísticas se pueden predecir y modelar para estimar tamaños de genoma
en modelos silvestres (18, 25, 34). En el caso de la yuca identificar y modelar los
efectos de estos elementos duplicados, requieren de estudios de tipo estructural
y experimental que complementan y son adicionales a estudios citogenéticos
básicos. La estructura cromosómica, conteo y marcaje de estos genes y
secuencias, involucra diferentes estudios de cariotipo y citogenética, tales como
conteo cromosómico y marcaje e hibridación FISH (8, 31), siendo un trabajo
complementario al análisis del tamaño de genoma. Para el caso de este estudio,
como ya se resaltó en especies cultivadas como la yuca, la selección no sigue un
parámetro propiamente adaptativo, sino también características de interés
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antropogénico generalmente determinados por el fenotipo y sus características
de interés agronómico, a pesar de los avances en selección asistida por
marcadores moleculares, muchos cultivadores mantienen procesos de selección
puramente fenotípicos, conservando y multiplicando características genómicas
en las poblaciones cultivadas (36).
La comparación entre las poblaciones cultivadas y silvestres no muestra
diferencias entre las agrupaciones establecidas como CROP y WILD, esto resalta
de forma importante ya que se ha determinado por diferentes herramientas
moleculares que la yuca tiene como ancestros más cercanos a las silvestres
Manihot flabelifolia y Manihot tristis (7). De las cuales se observó un tamaño de
genoma bastante cercano pero menor al promedio de las muestras de yuca
cultivada (Figura 8), este rasgo es importante porque muestra similitud entre
los tamaños de genoma de los ancestros (M. tristis, M. flabelifolia) y el efecto de
disminución de tamaño de genoma por procesos de mejoramiento. Esta
disminución, aunque no es significativa, es evidente en la mediana (Figura 8)
y revela un rasgo importante para tener en cuenta debido al efecto de los
procesos de selección y mejoramiento convencional sobre evolución genómica
dentro de plantas cultivadas, específicamente las que han sido mejoradas por
diferentes procesos (2).
Suramérica (Amazonas) y Centroamérica son dos puntos de diversificación de la
yuca (7). En términos biogeográficos estos dos lugares representan dos puntos
de “origen” de diferentes variedades de yuca, a partir de las diferentes especies
silvestres radicadas en estas zonas se diversificaron muchas de las variedades
de yuca seleccionadas, multiplicadas y mejoradas (3, 7, 28). En este estudio
estas dos zonas geográficas están representadas por las subpoblaciones ARB
(amazonas), HAF (Humed Atlantic Forest /Bosque Húmedo del Atlántico) y MAC
(Meso American, Caribean/ Meso americana y Caribe). Donde se evidencia una
mayor variación de tamaño de genoma en ARB y HAF (Figura 6). Estas dos
subpoblaciones de especial interés debido a la procedencia geográfica de sus
individuos pueden estar relacionada esta gran diversidad con la geografía de
estos dos puntos de diversificación histórica de la yuca y su amplia variación en
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tamaño de genoma (7). Es una hipótesis que requiere de estudios más
detallados con el origen puntual de cada una de estas muestras, pero es
importante resaltar la gran importancia de estas dos subpoblaciones altamente
variables.
Finalmente, la información generada en este trabajo es fundamental para
identificar posibles genotipos candidatos como genomas de referencia de la
yuca. Como es evidente existen gran variedad de tamaños de genoma en yuca
y un número importante de muestras con genoma más grande al tamaño del
control y genoma de referencia AM560-2 con 740 Mb, es decir que, para estudios
moleculares comparativos entre individuos con mayores tamaños de genoma,
puede ser necesario anotar e incluir un genoma de referencia basado en
genotipos con un tamaño de genoma similar con el fin de poder evaluar
genotipos con mayor contenido de ADN y poder así identificar y caracterizar
genes nuevos. Tener conocimiento de estos tamaños de genoma grandes, es
importante para definir los costos y esfuerzos de secuenciación de uno o un
grupo de genotipos de interés para trabajos que involucren marcadores
moleculares, genómica y mejoramiento.

Conclusiones:



Los resultados de este trabajo son un aporte para conocer el tamaño de
genoma de la yuca, un cultivo de alta importancia para el mundo,
principalmente el trópico incidiendo de manera indirecta en la calidad de
vida y seguridad alimentaria de los seres humanos al ser un aporte
investigativo para futuros trabajos de mejoramiento en un cultivo de alta
importancia alimentaria.



Existe una alta variación de tamaño de genoma a nivel inter específico en
las siete subpoblaciones de yuca americanas estudiadas en este trabajo.
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ARB(amazonas) y HAF (Humed Atlantic Forest /Bosque Húmedo del
Atlántico son subpoblaciones y zonas de alto interés genético y
filogenético como posibles fuentes de diversificación de la yuca basados
en el tamaño de genoma observados.



Teniendo en cuenta la variación de tamaño de genoma se pueden postular
diferentes genomas de referencia los cuales pueden ser usados para
genotipar genomas más grandes al de AM560-2 y que sean de interés
agronómico o biológico como por ejemplo COL306 o MEX20.



Los procesos de selección antropogénica son determinantes en procesos
de diversificación de plantas cultivadas como la yuca procesos que son
claramente visibles en la alta variabilidad de tamaño de genomas
obtenidos en este estudio.



A partir de genomas de referencia más grandes se pueden identificar
nuevos genes de importancia biológica y agronómica para comprender la
estructura y composición estructural al interior de las subpoblaciones de
yuca.



Es necesario realizar más estudios a nivel estructural de manera
comparativa entre subpoblaciones e individuos silvestres y cultivados
usando técnicas citogenéticas como hibridación fluorescente in situ (FISH)
de manera comparativa, con el fin de comprender la composición
genómica de la yuca y sus pares silvestres.
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Anexos:

Anexo 1:
Resultados genotipos organizados en subpoblaciones y su respectivo tamaño
de genoma en mega bases y mapa de todos los puntos donde fueron
colectadas las muestras.
Genotype
ARG20
ARG49

Population
Mb
DAF
734.9283041
DAF
767.8283835

ARG6

DAF

728.7295646

BRA1305

DAF

1042.655041

BRA1375

DAF

848.1291847

BRA191

DAF

799.3774241

CR101

DAF

685.4095358

PAR100

DAF

667.2048847

PAR105

DAF

684.9392937

PAR109

DAF

747.2799426

PAR128

DAF

1130.132825

PAR135

DAF

721.7507879

PAR15

DAF

705.4724813

PAR18

DAF

674.0886419

PAR193

DAF

672.4715784

PAR23

DAF

706.9457257

PAR32

DAF

668.6048169

PAR36

DAF

656.2554341

PAR41

DAF

658.0344986

PAR51

DAF

731.4044618

PAR57

DAF

689.2300734

PAR69

DAF

661.1025234

PAR71

DAF

615.7312699

PER239

DAF

686.5178891

BRA1016

SARF

696.1532105

BRA1167

SARF

671.2915238

BRA1172

SARF

696.8126509

BRA1177

SARF

1043.583338

BRA1411

SARF

988.6096889
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BRA144

SARF

686.1536966

BRA158

SARF

819.112518

BRA732

SARF

807.9255864

BRA882

SARF

786.9030709

BRA885

SARF

743.7703817

BRA897

SARF

902.8946529

BRA97

SARF

735.6596834

BRA988

SARF

962.5037979

COL1468

SARF

720.4049185

COL1486

SARF

699.5851888

COL2089

SARF

724.4387575

COL2212

SARF

727.9698652

COL2564

SARF

746.6107917

COL844

SARF

702.3567375

CR37

SARF

788.589693

CR63

SARF

847.094935

CUB32

SARF

692.1572741

CUB46

SARF

745.4809473

CUB5

SARF

691.4964453

CUB74

SARF

726.363667

GUA81

SARF

682.4131968

MEX17

SARF

711.7069348

PAN139

SARF

652.6406883

PAN70

SARF

684.4359497

PER232

SARF

679.910239

BOL1

HAF

1004.023474

BRA1173

HAF

706.3788543

BRA1243

HAF

877.2328813

BRA1282

HAF

735.8035613

BRA132

HAF

622.4354423

BRA1391

HAF

693.319784

BRA1410

HAF

1038.260845

BRA172

HAF

724.8552303

BRA707

HAF

858.3661496

BRA835

HAF

807.4310528

BRA96

HAF

726.2836404

BRA977

HAF

713.0999475

COL1495

HAF

743.6502717
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COL1910

HAF

713.9334756

CR1

HAF

1121.599584

GUA20

HAF

1016.182982

GUA43

HAF

1023.316302

GUA85

HAF

1227.431622

MEX102

HAF

874.4296346

MEX80

HAF

678.8897934

PAR101

HAF

657.7485841

COL1108

AND

691.1921647

COL148

AND

723.7800972

COL2014

AND

623.9742637

COL2015

AND

722.524516

COL2016

AND

1011.119627

COL2019

AND

761.059427

COL2059

AND

477.4041231

COL2060

AND

746.1879635

COL306

AND

1095.672768

COL335

AND

678.0044924

COL717

AND

687.902595

COL87

AND

691.0227877

CR51

AND

671.7069629

ECU104

AND

690.5406286

ECU135

AND

798.6596946

ECU159

AND

663.9753914

ECU165

AND

736.6648007

ECU187

AND

815.6989764

ECU21

AND

693.6164243

ECU41

AND

711.245423

ECU43

AND

756.5205825

ECU64

AND

789.6049768

ECU71

AND

698.0140944

ECU72

AND

730.1808803

MEX11

AND

676.5955973

PAN12B

AND

793.2520694

PER234

AND

605.4625656

PER465

AND

671.3098983

PER503

AND

683.5066796

PER569

AND

674.8740726
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PER584

AND

681.1460182

PTR5

AND

750.0805528

BRA146

ARB

958.1313636

BRA325

ARB

981.0874172

BRA468

ARB

983.3635289

BRA488

ARB

639.1751932

COL2315

ARB

697.0537604

COL2316

ARB

803.0848533

COL2318

ARB

687.724525

COL2426

ARB

712.0452858

COL2469

ARB

695.7078311

COL2493

ARB

801.5517386

COL803

ARB

670.6339599

VEN25

ARB

707.8951704

BRA1A

MAC

873.8679699

BRA294

MAC

714.35366

COL1084B

MAC

823.1706375

COL1754

MAC

663.7900865

COL1805

MAC

698.1435516

COL2144

MAC

714.687613

COL474

MAC

762.8727704

COL638

MAC

834.405335

COL72

MAC

778.521348

COL976

MAC

726.2615729

COL985

MAC

760.5724227

CR105

MAC

741.688726

CR28

MAC

692.5000417

CR59

MAC

762.1843321

CUB15

MAC

681.7786225

ECU166

MAC

692.5417127

GUA1

MAC

687.901442

GUA10

MAC

664.7913859

GUA32

MAC

691.5791266

GUA47

MAC

801.0289048

GUA58

MAC

716.5446092

GUA6

MAC

698.3126888

GUA62

MAC

712.727025

GUA63

MAC

820.4824318
53

GUA87

MAC

639.8562572

MEX43

MAC

681.0240676

MEX59

MAC

703.5941174

MEX96

MAC

713.5796775

PAN7

MAC

708.6717345

PAN90

MAC

672.0539195

PTR9

MAC

731.7008704

COL1505

SAV

695.0752073

COL2215

SAV

760.2891206

COL2246

SAV

693.9350898

COL655A

SAV

753.0883289

CUB21

SAV

657.8805915

CUB23

SAV

746.0036303

CUB56

SAV

727.9323003

DOM1

SAV

690.2045691

DOM3

SAV

723.628925

DOM5

SAV

747.779023

ECU3

SAV

689.627064

ECU33

SAV

811.691779

GUA66

SAV

789.5727424

PAN135

SAV

689.4352459

VEN128

SAV

665.1386297

VEN192

SAV

712.9946185

TST_3

WILD

779.5766017

TST_1

WILD

770.3970288

FLA467

WILD

747.9702878

FLA467

WILD

723.5647168

FLA488

WILD

719.9231198

FLA57

WILD

709.0532962

FLA80

WILD

730.0508821

GLA8

WILD

781.6791086

FLA75

WILD

680.6213556

FLA449

WILD

691.2673359

FLA450_1

WILD

660.9090754

TST_9

WILD

700.2900286

FLA36

WILD

728.4337432

ORB14

WILD

646.8878362

FLA488

WILD

794.8701199
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S1WPD1_2

WILD

695.7597004

TST_13

WILD

746.8967286

FLA15

WILD

698.961301

TST23

WILD

829.8225957

TST26

WILD

908.4964155

PNT_2

WILD

762.4146608

FLA12

WILD

850.785105

S1WPD1_1

WILD

821.7537863

PSE_1

WILD

887.6627261

FLA_7

WILD

859.6619665

FLA444_1

WILD

857.5774265

FLA_21

WILD

813.0057447

FLA48

WILD

727.2409475

S1WPD1_4

WILD

652.7651438
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Anexo 2.
Anexo 2: tablas
subpoblaciones

de

ANOVA

obtenidas

en

las

comparaciones

entre

TABLA 2. DATOS ESTADÍSTICOS RESULTADOS TAMAÑO DE GENOMA .
Resumen
Numero de valores

SAV

MAC

ARB

HAF

SARF

DAF

AND

WILD

15

30

10

23

31

28

34

29

Mínimo

657.9

639.9

639.2

622.4

652.6

615.7

605.5

646.9

25% Percentil

689.6

692.5

696.7

706.6

692.2

672.9

680.4

699.6

56

Mediana

723.6

713.2

757.8

735.8

726.4

697.4

714.2

746.9

75% Percentil

760.3

762.4

963.9

1004

788.6

734

756.6

817.4

923

873.9

983.4

1227

1044

1130

1116

908.5

Promedio

735.6

729.5

798.5

826.4

758.7

731.3

731

757.9

Std. Desviación

67.72

54.37

130.8

166.3

97.27

111.4

98.02

71.95

Std. Error
Por debajo del 95% de
la media

17.49

9.927

41.35

34.68

17.47

21.05

16.81

13.36

698.1

709.2

705

754.5

723

688.1

696.8

730.5

Superior 95%

773.1

749.8

892.1

898.3

794.3

774.5

765.2

785.2

Máximo

Coeficiente de variación
Suma total

9.21%
11034

7.45%
21884

16.38%
7985

20.12%
19007

12.82%
23518

15.23%
20476

13.41%

9.49%

24853

21978

Comparación AND y SAV, subpoblaciones similares.
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Comparación DAF y ARB Subpoblaciones menos similares.
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TABLA 3. ANOVA CROP VS FLA , TST.
Test promedios
Suma de cuadrados

df

Promedio de
cuadrados.

F

p

59

Entre grupos:

196381

7

32730.2

Dentro de grupos:

1.85E+06

164

11269.4

Total:

2.04E+06

170

omega2:

0.06263

Levene test para medias.

p (same):

4.00E-05

p (same):

0.009806

2.904

0.01021

TABLA 4. ANOVA CROP VS WILD
ANOVA

DF

Deviation

DF Resid

DV

PR (CHI)

Residues

Genome Size

-

-

164

153.42

-

1

0.00024657

164

153.42

0.98
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